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摘 要：采用超高压液相方法检测鱼油中的二十碳五烯酸乙酯（EPA-EE）和二十二碳六烯酸乙酯（DHA-EE），采用
UPLC BEH C18（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）色谱柱，考察了流动相有机相比例、流速及柱温对鱼油中 EPA-EE和 DHA-
EE分离的影响，确定了最佳色谱条件：等度洗脱，流动相为乙腈-水（80∶20，体积比），流速 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，检
测波长 220 nm。该方法下，EPA-EE和 DHA-EE分别在 10.4 μg/mL～209 μg/mL、10.3 μg/mL～207 μg/mL范围内浓度和
面积呈现良好的线性关系，相关系数 r分别为 0.999 4和 0.999 7；EPA-EE和 DHA-EE的方法的检测限为 4 ng和 6 ng，
定量限分别为 10 ng和 15 ng，精密度试验 RSD（n=6）分别为 1.09 %和 0.34 %，重复性试验 RSD（n=6）分别为 1.54 %和
1.25 %，平均回收率分别为 102.26 %（RSD=1.33 %）和 96.64 %（RSD=1.05 %）。本方法快速、简单、可靠、灵敏、重复性
好，可用于鱼油中 EPA-EE和 DHA-EE的快速检测。
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Abstract：The article is researching determination of eicosapentaenoic acid ethyl ester （EPA -EE） and
docosahexaenoic acid ethyl ester （DHA-EE） in Fish Oil by Ultra performance liquid chromatography（UPLC）. The
analysis was performed on an Acquity UPLC BEH C18 column （2.1 mm×50 mm， 1.7 μm）. The influence of flow
rate， the proportion of organic phase in mobile phase， and column temperature on the separation of EPA-EE and
DHA-EE in fish oil was comprehensively studied. The optimal separation condition was as follows： a mobile phase
consisting of acetonitrile andwater （80∶20，V/V）with a isocratic elution profile，UVdetectionwavelength at 220 nm，
0.5 mL/min of flow rate for mobile phase， 30 ℃ of column temperature. On the above condition， good linearity
between response （peak area） and concentration was found over a concentration range of 10.4μg/mL～209μg/mL for
EPA-EE， and 10.3 μg/mL～207 μg/mL for DHA-EE respectively. And the correlation coefficient of the calibration
curve was 0.999 4 for EPA-EE， and 0.999 7 for DHA-EE respectively. The limits of detection （S/N＞3）were 4ng for
EPA-EEand 6ng for DHA-EE respectively. The limits of quantification （S/N＞10）were 10ng for EPA-EE and 15ng
for DHA-EE respectively. The average recovery rates of EPA-EE and DHA-EEwere 102.26% （RSD 1.33%） and
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96.64 % （RSD 1.05 %） respectively. The RSD of repetition was 1.54 %（n=6） for EPA-EE and 1.25 %（n=6） for
DHA-EE. Thismethod was simple， accurate and sensitive with a good reproducibility. It is suitable for fast detection
of EPA-EEandDHA-EE in fish oil.
Key words：ultra performance liquid chromatography （UPLC）； eicosapentaenoic acid methyl ester ； do-
cosahexaenoic acid ethyl ester； fish oil
二 十 碳 五 烯 酸 （cis -5，8，11，14，17 -eicosapen－
taenoic acid，EPA）和二十二碳六烯酸（cis-4，7，10，13，
















方法[7]，运行一个样品需要 10 min 以上。近年来，随着














Waters公司；ACQUITYUPLCTMBEHC18（2.1 mm × 50mm，









分 别 精 密 称 定 EPA-EE 对 照 品 13.041 mg 和
DHA-EE 对照品 12.914 mg，置于 25 mL 量瓶中，加甲













例，比较了乙腈的比例分别为 75 %、80 %和 85 %时对
分离效果的影响（如图 1 所示）。
由图 1 可见，当流速同为 0.5 mL/min 时，乙腈-水
（75 ∶ 25，体积比）、乙腈-水（80 ∶ 20，体积比）和乙腈-水























积比），流速 0.5 mL/min，柱温 30℃，检测波长 220 nm。
2.4 标准曲线、检测限及定量限
分 别 精 密 量 取 EPA-EE 储 备 液 100、200、400、
800、1 000、1 500、2 000 μL 置于 7 个 5 mL 量瓶中，加
甲醇稀释至刻度，摇匀，配制 7 个不同浓度的标准溶
液。DHA-EE 系列标准溶液，与 EPA-EE 标准溶液配
制方法相同，配制 7 个不同浓度的标准液进样。每个
样品进样 3 μL，按上述色谱条件测定，测定结果如表 1
所示。
采用峰面积对其浓度作标准曲线，EPA-EE 线性
回归方程为 y= 49 273.19x+ 0.60（ y 为峰面积，x 为样
品浓度），相关系数 r = 0. 999 4。DHA-EE 线性回归方
程为 y= 14 288x-466.1（y 为峰面积，x 为样品浓度），
相关系数 r = 0. 999 7。在各自的浓度范围内，EPA-EE
和 DHA-EE 的线性关系良好，而且线性范围较宽。逐
级稀释溶液测定检出限、定量限，当信噪比（S/ N）为
3 时，EPA-EE 和 DHA-EE 的检出限分别为 4 ng 和 6 ng。
当信噪比 （S/ N）为 10 时，EPA-EE 和 DHA-EE 的定
量限分别为 10 ng 和 15 ng。
2.5 精密度试验
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（c）乙腈-水（85∶25，体积比）
图 1 相同流速，相同柱温，不同流动相下 EPA-EE 与 DHA-EE 的
色谱图谱
Fig.1 Chromatograms of EPA-EE and DHA-EE in different
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（d）0.6 mL/min
图 2 相同流动相，相同柱温，不同流速下 EPA-EE 与 DHA-EE 的
色谱图
Fig.2 Chromatograms of EPA-EE and DHA-EE in the same
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图 3 相同流动相，相同流速，不同柱温下 EPA-EE 与 DHA-EE 的
色谱图
Fig.3 Chromatograms of EPA-EE and DHA-EE in the same









度分别为 104 μg/mL 和 103 μg/mL，精密吸取 3 μL 进
样，分别连续进样 6 次，考察仪器的精密度，EPA-EE
和 DHA-EE 的峰面积 RSD 分别为 1.09 %和 0.34 %，
表明本方法的精密度良好。
2.6 重复性试验
分别取 EPA-EE 和 DHA-EE 储备液，配制浓度分
别为 104 μg/mL 和 103 μg/mL 的供试品溶液，每种样
品同一浓度分别配制 6 份，精密吸取 3 μL 进样进行测
定，分别计算 EPA-EE 和 DHA-EE 的重复性，结果
EPA-EE 和 DHA-EE 的重复性 RSD 分别为 1.54 %和
1.29 %，表明本方法重复性良好。
2.7 回收率试验
分别取 EPA-EE 和 DHA-EE 对照品适量，精密称
定，分别用甲醇溶解并稀释制成每 1 毫升约含 EPA-
EE 和 DHA-EE 80、100、120 μg 的溶液各 3 份，作为供
试品溶液进行测定，计算回收率。EPA-EE 平均回收率
为 102.26 %，RSD 为 1.33 %，DHA-EE 平均回收率为
96.64 %，RSD 为 1.05 %，结果见表 2。
表 2 结果表明，本方法回收率良好。
2.8 鱼油中 EPA-EE 与 DHA-EE 的检测
利用本试验所建方法对两种鱼油样品中 EPA-




表 1 EPA-EE 和 DHA-EE 线性测定结果
Table 1 Calibration curve for EPA-EE and DHA-EE
化合物 浓度/（μg/mL） 峰面积







DHA-EE 10.3 144 753
20.7 278 362
41.3 578 352
82.6 118 458 8
103 149 794 5
155 221 647 5
207 291 605 1
表 2 EPA-EE 和 DHA-EE 回收率考察测定结果































表 3 测定的鱼油样品的 EPA-EE、DHA-EE 含量
Table 3 The content of EPA-EE and DHA-EE in Sample by two
methods
方法 鱼油 EPA-EE/（mg/mL） DHA-EE/（mg/mL）
本文方法 1 31.061 38.213
2 123.383 7.976












常规 HPLC 小，因而检测限也比常 HPLC 低许多，可作
为鱼油中 EPA-EE 和 DHA-EE 的快速、灵敏的定量检
测方法。
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